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DIRECTIQN 

PARIS, le 31 mars 1948 

Dr. J. LEDBRBERG 
University of Wisconsin 
Department of Genetics 
KADISON 
Wisconsin 

L'Ton cher Joshua, 

Je viens de recevoir votre lettre du 17 mars. Je 
me sens fort coupable de n'avoir pas repondu plus t6t 
B votre pr&cedente lettre. A la vt5rit6, j'attendais 
d'avoir quelques resultats sur la lactase de K-12 ; 
j'attendais aussi de recevoir les souches que vous aviez 
mention&es dans cette lettre. En fin de compte, je 
n'ai pas re$u ces souches, et je commence a craindre 
qu'elleskse soient perdues en route. 

En ce qui concerne la lactase de K-12, jlai obtenu 
des extraits tres actifs. Z:ais je nrai pas encore essa- 
ye de purification. A priori, j'imagine que le type de 
purification que j'ai employ6 pour la lactase de LX doit 
etre adequat. 

O7j Voici l'essentiel de [technique : 
1) culture delbactdries en milieu synthctique 

fortement tamponne avec 1 $ de lactose ; 
2) centrifugation et lavage avec un tampon phos- 

phate K/IO , pH 6.8 ; 
3) 40 g environ de batteries (humides) sont mis 

en suspension dans 50 cc de tampon. On melange avec 
du sable fin et on agite pendant 30 minutes dans un 
appareil a secousses tres rapides. 

La pste cromeuse resultant de cette opbration est 
addition&e de 150 cc de tampon. On agite fortement 
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et iron centrifuge pendant 15 minutes a 10.000 tours. 
Le culot constitu6 par le sable et les debris bacteriens 
est rejete. Le liquide surnageant est centrifuge de 
nouveau a froid pendant 2 heures & 12.000 tours. On 
elimine le culot (microsomej??). Le liquide surnageant 
est eventuellement addition& de tampon de faGon a avoir 
exactement 200 cc de liquid@, On ajoute &&KkW 150 cc 
de sulfate dlammoniaque saturo (tampon L./IO, pH 6.8). 
L'operation se fait & 00. On centrifuge apres 30 ninu- 
tes a 00. Le liquide surnageant eat rejete. On reprend 
le culot par' 100 cc de tampon. Ces 100 cc sont addi- 
tionnes de 50 cc de sulfate d'amroniaque sature (tou- 
jours dans du tampon a pH 6.8). A&s 30 minutes & 00, 
on centrifuge de nouveau. Le liquide surnageant est 
rejete. Le culot eat repris par 3 ou 4 cc de tampon 
pH 6.8. On agite avec precaution et soigneusement pour 
redissoudre tout ce qui est soluble. Cette solution 

. trouble est conservee a la glaciCre pendant un.e nuit. 
On centrifuge le lendenain pour eliminer la partie inso- 
luble. 

C'est par cette technique yue jld. obtenu les -eil- 
leurs resultats. Un point eat important : il faut faire 
la premiCre precipitation par le sulfate d'amnoniaque 
aussitst que possible aprPs l'extraction par le sable, 
sinon la precipitation s'accocpagne d'inactivation. 

Je n'ai pas encore cherche S. pousser la purification 
beaucoup plus loin. La fraction obtenue par cette me- 
thode est environ IO a 15 fois plus active que l'extrait 
brut. Je suis actuellement en train d'essayer de puri- 
fier partiellenent la maltase, mais cela paraft plus dif- 
ficile que pour la lactase. Je n'ai pas poursuivi d'es- 
sais avec K-12, la r&son principale etant que je n'ai 
pas obtenu de maltase t&s active avec cette souche, 
alors que la maltase de &L est assee active. 

J'espere que ces renseignements pourront vous $tre 
utiles. Je vous souhaite bonne chance dans vos Turifi- 
cations. 

Je continue d'esperer recevoir les mutants maltose 
negatifg de K-12 qui m'interessent fort. J'ai recemment 
obtenu,dlailleurs gr:ce b votre m&thodeCEEB) des mu- 
tants maltose negatif de 1b.L. Je vais essayer aussi d'ob- 
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tenir des mutants trehalose-negatif. 
Continuez de me tenir au courant ; j'essaierai pour 

maypart dl$tre un meilleur correspondant. 
Bien amicalement ii vous, 

J. IONOD 

P.S.- Depuis le debut de ces essais sur les disaccharida- 
ses, jfai et& g&i@ par l'absence de methode rapide et pre- 
cise pour mesurer l'hydrolyse du lactose et du maltose. 
J'ai essay6 la methode de Tauber et Kleiner avec des re- 
sultats fort mediocres. Nous venons de nettre au point 
une technique qui utilise la ~~notatine~~ (glucose oxydase 
du Penicillium) ; cela marche & merveille et pernet de 
faire les mesures d'activit6 en Warburg ce qui est extr& 
mement rapide et commode. Si cela vous interesse, je vous 
enverrai les details. 


